研究证实，T细胞免疫球蛋白黏蛋白分子3（T cell immunoglobulin mucin-3, Tim-3）、PD-1、CTLA-4等负性共刺激分子在介导肿瘤逃逸机制中扮演了关键角色[@b1]。近年，Tim-3作为T细胞免疫球蛋白黏蛋白分子家族中一员[@b2]，参与肿瘤逃逸的机制成为研究的热点。负性共刺激分子Tim-3通过向肿瘤浸润组织中T细胞提供抑制性信号，导致T细胞功能耗竭，成为肿瘤生长微环境中重要的免疫抑制分子之一[@b3]--[@b4]。由于肿瘤细胞本身缺乏自身特异性抗原且下调HLA分子使得T淋巴细胞发挥作用受到限制。自然杀伤细胞（NK细胞）无需MHC-Ⅱ分子致敏即可直接杀伤靶细胞，因此NK细胞在机体抗肿瘤机制中可能承担更重要的角色。关于Tim-3在急性白血病患者外周血NK细胞上的表达及作用机制研究甚少。本研究采用免疫荧光标记、流式细胞术的方法检测分析Tim-3在急性髓系白血病（AML）患者外周血NK细胞上的表达特征及其临床意义，以期了解Tim-3参与的白血病细胞免疫逃逸机制中NK细胞的作用。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：收集2013年6月至2014年6月在苏州大学附属第一医院血液内科经骨髓细胞形态学、免疫学、细胞遗传学、分子学（MICM）新确诊且未经任何治疗的AML患者39例（除外急性早幼粒细胞白血病），男20例，女19例，年龄14\~65岁，以与患者年龄、性别相匹配的28名同期健康志愿者作为健康对照。AML的诊断符合2011年《成人急性髓系白血病（非急性早幼粒细胞白血病）中国诊疗指南》[@b5]，并排除自身免疫性疾病、HIV、HBV等感染性疾病或同时患有其他肿瘤的患者。

2．材料与试剂：采集患者在治疗干预前或健康对照者的新鲜外周血2 ml，肝素抗凝。PE-Cy5标记的鼠抗人单克隆抗体CD3（克隆号：UCHT1）、FITC标记的鼠抗人单克隆抗体CD56（克隆号：HIM3--4）、PE标记的鼠抗人单克隆抗体Tim-3（克隆号：ICRF44）、IgG同型对照均购自美国Biolegend公司；红细胞裂解液、流式细胞仪购自美国Beckman Coulter公司。

3．流式细胞术检测AML患者外周血NK细胞比例及Tim-3在NK细胞上的表达：每份样本加入50 µl外周血。分别加入荧光标记的抗CD3、抗CD56和抗Tim-3抗体，4 °C避光染色20 min。每管加入红细胞裂解液150 µl，室温裂解10 min，加入1 ml含0.5%FCS的PBS洗涤1次，再加入1 ml含0.5%FCS的PBS洗涤1次，最后加入0.4 ml PBS，经Beckman Coulter流式细胞仪检测分析，CD3/SSC设门识别淋巴细胞，分析NK细胞比例及Tim-3在NK细胞的表达。

4．统计学处理：采用Flowjo软件分析所有流式数据。采用SPSS 17.0软件进行统计学分析，计量资料若呈正态分布用*x*±*s*表示。计量资料多组间比较若符合正态分布，用一维方差分析；若不符合正态分布，用Mann-Whitney *U*检验；随机设计组的比较使用*t*检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者的临床资料：39例AML患者中，男21例，女23例，年龄（39.40±12.89）岁。FAB分型：M~0~ 3例，M~1~ 4例，M~2~ 11例，M~4~ 7例，M~5~ 8例，M~6~ 3例，未能分型3例。根据2013年美国国立综合癌症网络（NCCN）指南基于细胞遗传学和分子生物学特性，将所有患者分为低危组和中高危组，低危组患者12例，中高危组患者27例。所有患者均采用标准剂量诱导化疗，25例首疗程诱导化疗达到完全缓解（CR~1~），14例首疗程诱导化疗获得部分缓解（PR）或未缓解（NR）。

2．AML患者外周血NK细胞比例：AML患者外周血CD3^−^CD56^+^NK细胞占淋巴细胞的比例为（5.74±5.31）%，较健康志愿者的（12.55±6.33）%显著降低，差异有统计学意义（*t*=4.596，*P*\<0.001）。流式细胞术分析中所有CD56^+^NK细胞均来自CD3^−^淋巴细胞。

3．AML患者外周血NK细胞表面Tim-3的表达水平：AML患者外周血CD3^−^CD56^+^NK细胞上Tim-3的表达水平为（42.67±19.08）%，较健康志愿者的（60.99±20.69）%显著降低，差异有统计学意义（*t*=3.781，*P*\<0.001）。

4．AML患者外周血NK细胞上Tim-3的表达水平与临床特征间相关性：统计学分析显示，AML患者外周血NK细胞比例与患者首疗程诱导治疗疗效、NCCN危险度分层均无明显相关性（*P*\>0.05），而与是否伴有染色体复杂核型及有无DNMT3A突变显著相关（*P*\<0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 急性髓系白血病患者外周血NK细胞比例与临床特征、预后的关系（%，*x*±*s*）

  临床特征            例数   NK细胞比例    *t*值   *P*值
  ------------------ ------ ------------- ------- -------
  性别                                     1.998   0.052
   男                  20     4.48±3.67           
   女                  19     7.66±4.06           
  年龄（岁）                               0.565   0.383
   \<50                25     7.71±5.65           
   ≥50                 14     5.97±3.50           
  首次诱导治疗疗效                         0.271   0.787
   CR                  25     6.23±4.50           
   PR/NR               14     5.76±3.91           
  复发                                     0.013   0.990
   是                  3      6.02±2.05           
   否                  36     6.07±5.76           
  染色体核型                               2.915   0.006
   预后良好、中等      26    10.04±6.51           
   复杂异常            13     4.83±2.83           
  危险分层                                 2.026   0.231
   低危组              12     6.18±6.34           
   中高危组            27     5.75±2.56           
  伴AML1-ETO                               0.641   0.526
   是                  7      7.97±5.08           
   否                  32     6.11±5.58           
  伴CBFβ-MYH11                             0.494   0.624
   是                  3      4.50±3.50           
   否                  36     6.16±3.69           
  伴IKZF1-IK6                              1.150   0.256
   是                  4      2.51±1.66           
   否                  35     6.67±4.57           
  伴CEBPA突变                              0.647   0.522
   是                  8      5.11±2.98           
   否                  31     6.67±4.57           
  伴FLT3-ITD突变                           1.112   0.273
   是                  4      3.19±1.78           
   否                  35     6.71±4.25           
  伴DNMT3A突变                             2.460   0.018
   是                  2     15.95±11.10          
   否                  37     5.83±3.40           

注：CR：完全缓解；PR：部分缓解；NR：未缓解

Tim-3在AML患者外周血NK细胞的表达水平与目前我院能够检测的多种融合基因、突变基因及染色体核型等因素均无明显相关性（*P*\>0.05），而与患者的首疗程诱导治疗疗效及NCCN危险度分层显著相关（*P*\<0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### Tim-3在急性髓系白血病患者外周血NK细胞的表达水平与临床特征、预后的关系（%，*x*±*s*）

  临床特征           例数   Tim-3表达水平   *t*值   *P*值
  ----------------- ------ --------------- ------- -------
  性别                                      0.070   0.117
   男                 20     49.03±20.22           
   女                 19     39.11±17.98           
  年龄（岁）                                3.794   0.963
   \<50               25     44.23±16.44           
   ≥50                14     44.54±21.01           
  首次诱导疗效                              0.096   0.050
   CR                 25     42.77±23.8            
   PR/NR              14     32.82±20.13           
  复发                                      5.340   0.734
   是                 3      37.54±20.61           
   否                 36     27.90±18.58           
  染色体核型                                0.238   0.700
   预后良好、中等     26     38.14±21.27           
   复杂异常           13     35.52±23.29           
  危险分层                                  2.137   0.025
   低危组             12     43.57±19.60           
   中高危组           27     33.85±23.33           
  伴AML1-ETO                                1.779   0.083
   是                 7      58.14±23.95           
   否                 32     42.57±18.41           
  伴CBFβ-MYH11                              0.530   0.590
   是                 3      45.50±20.00           
   否                 36     38.84±22.66           
  伴IKZF1-IK6                               0.279   0.782
   是                 4     47.153±14.23           
   否                 35     44.26±20.13           
  伴CEBPA突变                               1.270   0.212
   是                 8      52.25±13.18           
   否                 31     42.44±20.65           
  伴FLT3-ITD突变                            0.083   0.930
   是                 4      43.67±26.96           
   否                 35     44.53±19.13           
  伴DNMT3A突变                              1.015   0.317
   是                 2      30.75±11.80           
   否                 37     45.40±19.78           

注：CR：完全缓解；PR：部分缓解；NR：未缓解

讨论 {#s3}
====

Tim-3是肿瘤诱导的多种病理条件下免疫抑制网络的主要成员之一，在肿瘤的发生发展及肿瘤逃逸过程中发挥重要作用。我们课题组证实Tim-3介导肺癌细胞的免疫逃逸[@b6]。Tim-3在树突状细胞（DC细胞）表达上调可增强DC细胞抗感染能力[@b7]--[@b8]。另外Tim-3表达上调可能是白血病干细胞的标志[@b9]。近年有研究报道，正常人外周血NK细胞上Tim-3呈组成性表达约70%，但呈不均一性，并认为Tim-3是NK细胞活化并发挥功能的标志[@b10]--[@b11]。由此看出，Tim-3既可参与负性免疫调控机制参与免疫耐受又可作为正性分子增强免疫监视作用。

我们首先检测了28名健康志愿者及39例经骨髓MICM分型确诊的初治AML患者外周血NK细胞百分比。28名健康志愿者外周血NK细胞比例为（12.55±6.33）%，而在AML患者外周血中NK细胞比例仅占（5.74±5.31）%（*P*\<0.001）。我们进一步检测健康志愿者及AML患者外周血NK细胞上Tim-3的表达水平。与Ndhlovu等[@b12]的检测结果（70%）相似，我们检测的健康志愿者外周血NK细胞上Tim-3表达水平为（60.99±20.69）%，AML患者NK细胞上Tim-3的表达水平较健康志愿者明显下调\[（42.67±19.08）%\]，差异有统计学意义（*P*\<0.001）。为了解何种因素下调了AML患者NK细胞上Tim-3的表达及如何影响AML发生发展，我们进一步分析了NK细胞比例及NK细胞上Tim-3表达水平与患者的诊断时临床特征和疾病缓解率、染色体核型、基因突变等预后相关因素的相关性。我们发现：伴有染色体核型复杂异常AML患者的NK细胞比例较预后良好或正常核型者下降；低危组患者外周血NK细胞上Tim-3表达较中高危组患者明显升高；NK细胞上高表达Tim-3患者诱导化疗缓解率明显高于低表达组；伴有不良预后FLT3-ITD突变较伴AML1-ETO、CBFβ-MYH11较好预后突变患者NK细胞上Tim-3表达水平下降。因此，NK细胞上Tim-3表达水平下降与患者较差的临床预后相关。Tim-3是NK细胞发育成熟以及发挥功能标志，AML细胞可能通过下调NK细胞上Tim-3表达，抑制NK细胞分泌IFN-γ等细胞因子、增殖活性及细胞毒性作用[@b12]。有实验研究显示，在AML细胞系中存在Gal-9表达[@b9],[@b12]。Tim-3可能通过与白血病细胞上Gal-9相结合增强Tim-3^+^NK细胞分泌IFN-γ能力以及NK细胞杀伤靶细胞作用。然而，我们的研究证实AML患者NK细胞上Tim-3表达下调，由此NK细胞发挥杀伤白血病细胞作用受到限制，促使了AML细胞的免疫逃逸。近期有研究者报道Tim-3^+^NK细胞具有更强的免疫功能，但Tim-3与Gal-9相作用可能抑制了NK细胞杀伤靶细胞效应[@b10]。我们团队亦研究证明Tim-3可能参与造血干细胞移植后移植物抗宿主病的免疫调节，并与GVHD严重程度呈正相关[@b13]。

综上所述，Tim-3在AML患者中NK细胞上表达下调，与患者不良预后相关。NK细胞上Tim-3下调可能导致其功能降低，促使导致了白血病细胞的免疫逃逸，但其确切的功能和机制需要进一步深入研究，以期明确Tim-3在AML的发病机制中的作用，为AML患者的细胞免疫治疗提供新靶点。
